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【方法】ラット肝を用い ex vivoの灌流実験を行った。温阻血群では死戦期を経て 30
分の温阻血後直ちに 6時間冷保存し 1時間再灌流した。前灌流群では温阻血肝摘出後





PGE1 群で有意に改善した。又、PGE1 群では再灌流液中の TNF-αが有意に減少した。































 NHBDは Maastrict分類 1)により、病院到着時に死亡状態であったもの（category 1）、
心肺蘇生が成功しなかったもの（category 2）、生命維持処置の中断（category 3）、





や胆管合併症、再移植の頻度が高いとされている 3, 4)。一方、UNHBD は最も多くのド
ナー数の増加が期待できるドナープールであると考えられているが、移植後合併症が














クッパー細胞除去 12)、選択的 IL-1β・TNF-α産生阻害剤の投与 13)、free radical 
scavengerの投与 14)など、心停止後の処置としては cardio-pulmonary bypass による
































方法として広く用いられている ex vivo による灌流実験 18, 30)で評価した。 
 ミトコンドリアは生体エネルギーやカルシウムの恒常性に深く関与しており、近年
ではネクローシスやアポトーシスといった細胞死の中心的役割を担っていると報告










































 以下の 4 群で ex vivo の灌流実験を行った。いずれの群でも肝臓の 6 時間冷保存、
1時間再灌流を行った。 
1) 心拍動群（Heart-beating 群；HB群）：心拍動下に肝臓を摘出する群。 
2) 温阻血群（Non-heart-beating 群；NHB 群）：温阻血を加えた肝臓を摘出し、直ち
に冷保存する群。 
3) 冷保存前灌流群（Pre-perfusion 群；PRE 群）：温阻血を加えた肝臓を摘出し、30
分間の冷保存前灌流を施行した後に冷保存する群。 





 ラットは、ペントバルビタール （50mg/kg） 腹腔内投与による全身麻酔後、横切
開により開腹。総胆管にシリコンチューブ （シラスコン外径 1.0mm-内径0.5mm；Kaneka 
Medix Co., Osaka, Japan） を接続した 22Gサーフロー針外套 （TERUMO Co., Tokyo, 
Japan） を挿入した。HB 群では、心拍動下で門脈に 14Gサーフロー針外套を挿入した
後、肝上下部下大静脈を切開し 20ml の 4℃ University of Wisconsin solution (UW
液；DuPont Pharmaceuticals, Wilmington, DE, USA) で経門脈的にウォッシュアウ
トし、4℃ UW液中で 6時間冷保存した。冷保存中に肝下部下大静脈を結紮し、肝上部




レーション及び UW 液によるウォッシュアウトを行い冷保存した。PRE 群・PGE1 群で
は、温阻血中に門脈・肝上部下大静脈のカニュレーションを行い、30分経過した後に
20mlの生理食塩水で経門脈的にウォッシュアウトを行った。その後、肝下部下大静脈
を結紮切離し肝臓を摘出、体外灌流装置で 30 分間の冷保存前灌流を行った後、UW 液
でウォッシュアウトし冷保存した。 
（４）体外灌流装置 
 体外灌流は、非循環型灌流装置である Perfusion System (PS-1; HUGO SACHS 
ELEKTRONIK-HARVARD APPARATUS GmbH, Germany) を用いて行った。摘出した肝臓を
 10 
37℃の moist chamberの上に置き、門脈・肝上部下大静脈をそれぞれ装置のバッファ
ー流入路・流出路に接続し、バッファー流入路を Pressure Transducer (Research 
Grade Blood Pressure Transducer, 110 VAG/60 Hz; HUGO SACHS ELEKTRONIK-HARVARD 
APPARATUS GmbH, Germany) で計測しながら 7mmHg の定圧で経門脈的に灌流した。冷










（６）ミトコンドリア・サイトゾール分画の抽出 39, 40) 
冷バッファー内で 2－3mm大に細切し、Ice-cold isolation buffer (70mM sucrose, 
190mM mannitol, 20mM HEPES, 0.2mM EDTA,pH 7.5) 内でホモジナイズ (700RPM, 5 
strokes) した後、遠心分離 (650g, 10分間, 2℃) した。上清を更に遠心分離 （7700g, 
10分間, 2℃）し、分離された上清をチューブに移し遠心分離 (15000ｇ, 10 分間, 2℃) 
 11 
し、上清を分離されたサイトゾール懸濁液として-80℃で保存した。残った沈殿物を
Ice-cold washing buffer (70mM sucrose, 190mM mannitol, 20mM HEPES, pH 7.5) に
懸濁させ遠心分離 （7700g, 10分, 2℃） して洗浄した。上清を捨て、肝重量相当量
（ml / liver weight（g））のバッファー (250mM sucrose, 2mM HEPES, 0.5mM KH2PO4, 
pH7.4)で攪拌・懸濁し、ミトコンドリア懸濁液とし、一部は、直ちにミトコンドリア
機能の測定に用い、残りは蛋白解析等まで-80℃で保存した。ミトコンドリア及びサ
イトゾールの懸濁液は、どちらも分離直後に BCA protein assay kit  (Thermo 







 再灌流液中の AST・ALT 濃度を、市販キット（AST, ALT; KAINOS Laboratories, Inc, 
Japan）を用いた酵素比色法で測定した。 
３）灌流液炎症性サイトカイン 
 再灌流液中の tumor necrosis factor-α  (TNF-α) 、Interleukin-1β (IL-1β) 
を市販 ELISA キット（ enzyme-linked immunosorbent assay kit; invitrogen 
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Corporation, Calif, USA) を用いて測定した。 
４）プロトン ATPase活性 
 ミトコンドリアの ATP 産生能の指標としてプロトン ATPase 活性を Seya ら 41)の方
法を用いて測定した。ミトコンドリアの膜電位に感受性の高い蛍光色素 DiSC3を用い、
分光蛍光光度計 (Jasco FP-777S; Nihon Bunko, Tokyo, Japan) で励起波長 625nm、




５）ミトコンドリア膨潤測定 39, 42) 
 ミトコンドリア懸濁液をバッファー(250mM sucrose, 2mM HEPES, 0.5mM KH2PO4, 
pH7.4) で 0.2mg/mlに希釈し、5mMコハク酸ナトリウムを加えた後、50mM CaCl2を加
えミトコンドリアの膨潤を誘導した。分光光度計 (DU640; Beckman Coulter, Inc, 
Calif., USA) を用いて 540 nmの吸光度を 25°C で 10分間 経時的に測定した。 
６）ミトコンドリア・サイトゾール懸濁液内チトクローム c濃度 
 分離したミトコンドリア及びサイトゾール懸濁液内のチトクローム c濃度を、市販
ELISA キッ ト（ enzyme-linked immunosorbent assay kit; R&D systems, Inc, 




(62mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS、10％ glycerol, 5％ 2β-mercaptoethanol, 0.025% 
bromophenol blue) と混和し、最終蛋白濃度を 2.5μg/μlに調整しサンプルとした。
サンプルを 95℃で 5分間ボイルした後、20μlを 12%SDS－polyacrylamide gel で泳
動・分離した。PVDF membrane (Immobilon-P; Millipore Corporation，Bedforfd，
MA，USA) にセミドライ法 (Trans-Blot SD Electrophoretic Transfer Cell; Bio-Rad 
Laboratories Inc.，Hercules，CA，USA) で転写し、5%スキムミルク添加 PBS‐Tween 
(PBS-T； 0.05%tween-20 添加 PBS 溶液) を用いて 1 時間室温でブロッキングを行っ
た。各抗体は 5%スキムミルク添加 PBS-T溶液で適正濃度に希釈し、1次抗体は 4℃で
一晩、2次抗体は室温で1時間反応させた。使用した1次抗体はphospho(p)-SAPK/JNK、
SAPK/JNK、Bcl-2、Bax、COX、β-Actin （Cell Signaling Technology，Beverly MA，
USA）、2次抗体は Donky anti-Rabbit IgG (H+L) （Pirece Biotechnology Inc，Rockford，
IL，USA）である。各蛋白の Bandは、chemiluminescence detection system (ECL-Plus 
Western Blotting Detection System; GE Healthcare KK，Tokyo，Japan) を用いて
化学発光させ、ルミノイメージアナライザー (LAS-1000; Fujifilm，Tokyo，Japan) 
で検出した。蛋白発現の定量的解析は Image Gauge ソフトウェア ver.3.45 
（Fujifilm，Tokyo，Japan） を用いて band intensity を定量し、目的蛋白 total







ネクローシス面積比率(%)の算出のため、全自動顕微鏡 （KEYENCE BIOREVO BZ-9000 ; 




 アポトーシス検出のため市販のキット （Apop Tag Plus Peroxidase In Situ 
Apoptosis Detection Kit; Chemicon International Inc，CA，USA） を用いて TUNEL










 画像処理はすべて NIH Image Jソフトウェアを用いて行った。 
９）統計学的処理 
 結果は平均値±標準誤差（SEM）で表記した。多群間比較及び 2群間比較は Wilcoxon
検定で行い、P<0.05を有意差ありとした。統計処理はすべて JMP Proソフトウェア（SAS 



















再灌流時の胆汁産生量（μL/g liver）は、HB 群に比べ NHB 群で有意に減少してい
た（34.57±2.93 vs 24.07±1.69、p<0.05）。PRE 群で増加傾向を認め、PGE1 群では
HB群と同程度まで増加し（35.30±2.63）、NHB群に対し有意差を認めた（p<0.05）。 
（２）灌流液中肝逸脱酵素（表１） 
再灌流時、NHB 群・PRE 群では AST 値（Karmen units）が心拍動群に比べ有意に上
昇していた。PGE1群では NHB群に比べ有意に AST値の上昇が抑えられた（4.46±0.14 
vs 7.85±1.1、p<0.05）。又、PGE1 群では ALT 値（Karmen units）も NHB 群に比べ有
意に上昇が抑えられた（2.59±0.14 vs 4.21±0.31、p<0.05）。 
（３）灌流液中炎症性サイトカイン（表１） 
 再灌流液中の TNF-α濃度（pg/ml）は、HB 群に比べ NHB 群・PRE 群で有意に上昇し
た。PGE1 群では NHB 群に比べ有意に上昇が抑えられており（9.77±3.12 vs 22.07±
1.76、p<0.05）、HB群（12.59±0.66）と同程度まで抑制された。 











下していた（0.21±0.021 vs 0.41±0.057、p<0.05）。NHB群に比べ、PRE 群では吸光
度が高い傾向にあり PGE1 群では有意に高値を示していた（0.35±0.025、p<0.05）。
ミトコンドリアの懸濁液に塩化カルシウムを添加するとミトコンドリアの膨潤が誘
導され吸光度は低下する。添加後の吸光度の低下勾配は、PGE1 群では HB 群と同様の
低下勾配を示したが、NHB 群・PRE群は HB群に比べ緩やかであった。 
（６）チトクローム c濃度（図４） 
 HB 群では、冷保存前のミトコンドリア内のチトクローム c 濃度（ng/mg）は他の群
に比べて高い傾向にあった。全群で冷保存中にはミトコンドリアのチトクローム c濃
度は低下しなかったが、再灌流により一様に低下した。PGE1群では、再灌流時の濃度
低下は最小限であり、最終的に NHB群に比べて有意に高いチトクローム c 濃度を維持












群ではサイトゾール内の p-JNK/JNK が上昇し、PRE 群では有意差はないものの上昇は
抑えられる傾向にあった。PGE1 群では NHB 群に比べ有意に上昇が抑制されていた
（p<0.05）。ミトコンドリアにおける p-JNKは検出感度以下であった。 
（８）組織学的検討 
１）ネクローシス面積比率（図７）                               







比べて有意にその増加が抑制された（13.75±0.48 vs 3.66±0.23、p<0.05）。 
２）TUNEL染色（図８） 
 TUNEL 陽性細胞数（個/mm2）は全群で冷保存中にわずかに増加し、再灌流で有意に
増加した。NHB 群は、再灌流後に TUNEL 陽性細胞数が著明に増加しており、PRE 群で






















限界は、死戦期を経ない場合では 30-60分とされるが 38, 43)、死戦期を経た後に 30分
間の温阻血を加えたグラフトを移植した場合には、24時間生存例はないと報告されて
いる 44)。これらを考慮し温阻血時間を 30 分間に設定した。又、本研究では、移植後
のグラフトの状態を推定・評価するため、肝移植の研究において広く用いられている
ex vivoの灌流モデルである IPRL（isolated perfused rat liver）モデルを採用し、






















化及び閉塞し循環障害が引き起こされる 2, 12, 13)。我々は、PGE1 が肝温阻血再灌流障
害時の類洞循環障害にもその血管拡張作用や細胞保護作用により効果を示すとの仮


























フトでは、プロトン ATPase 活性は 30分間の温阻血の間に低下し、前灌流により冷保
存前にほぼ正常化した。再灌流後のプロトン ATPase 活性は、有意差はないものの冷






37)。MPT の誘導が多数のミトコンドリアに及ぶと細胞内の ATP レベルが維持できなく
なり、ネクローシスが誘導される 36)。又、障害を受けたミトコンドリアは、カルシウ









ミトコンドリアにおけるプロトン ATPase 活性及び膨潤の検討結果から、30 分という






アポトーシス抑制作用を有する 33, 34)。一方 Baxは、通常不活性型で細胞質に存在し、
アポトーシス刺激が加わると活性化されミトコンドリアに移行し外膜上に局在して
いる Bakと二量体を形成し、外膜の開孔を促進する。これにより膜間スペースに存在
するチトクローム c等のアポトーシス誘導蛋白が細胞質に漏出する 33, 34)。漏出したチ











のミトコンドリアへの移行と相関すると報告 50, 51)されている。PGE1 の添加により、
微小循環の改善により細胞内の ATPが回復し細胞内カルシウムの上昇が抑えられたこ
とに加え、PGE1自体による cAMPの上昇を介した細胞内カルシウム上昇抑制効果 25, 46)
という薬理作用も Baxのミトコンドリアへの移行を抑制した可能性がある。これらか
ら PGE1 添加前灌流は、ミトコンドリア外膜上での Bcl-2 発現の保持、外膜への Bax
移行の抑制をもたらし、外膜の開口を抑制してチトクローム cの漏出を防ぎ、その事
が細胞死、特にアポトーシスの抑制に大きく寄与したと考えられた。 
c-Jun N-terminal protein kinases (JNK)は、様々な細胞外刺激により活性化され
る mitogen-activated protein kinase（MAPK）ファミリーの一つであり、肝虚血再灌
流障害において炎症性サイトカインや活性酸素等により活性化され、細胞障害や細胞
















































 心停止下摘出肝グラフトに対する PGE1 添加冷保存前灌流は、微小循環の改善に
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図２ プロトン ATPase活性 
 30 分間の温阻血で著明に低下し、前灌流により有意に改善した。PGE1 添加前灌流
により HB 群と同程度まで改善した。最終的に各群間に有意差はないものの、他の群
に比べて PGE1群でより高い活性を示す傾向があった。 
図３ 再灌流後ミトコンドリア懸濁液 膨潤測定 
 NHB 群では、初期値が HB 群の半分まで低下し、NHB 群に比べ PGE1 群では有意に高
値を示していた。吸光度の低下勾配は、PGE1 群では HB 群と同様の低下勾配を示し、
NHB群・PRE群は HB群に比べ緩やかであった。 
図４ ミトコンドリア・サイトゾール懸濁液内チトクローム c濃度 
 ミトコンドリア内のチトクローム c 濃度は、全群で再灌流により一様に低下した。
PGE1 群は、再灌流後 NHB 群に比べて有意に高いチトクローム c 濃度を維持していた。
サイトゾール内のチトクローム c濃度は統計学的有意差を認めなかった。 
図５ ミトコンドリア懸濁液内蛋白測定（ウェスタンブロッティング法） 




Bax・Bcl-2 共に全群間で発現に差はなかった。NHB 群で p-JNK/JNK が上昇し、PRE
群では抑えられる傾向にあり、PGE1群では NHB群に比べ有意に抑制されていた。 
図７ ネクローシス面積比率測定                               
 1 時間の再灌流後、NHB 群で肝細胞の空胞変性や索状構造の破壊などの虚血性変化
が著明であり、巣状にネクローシスに陥っている部位が多数認められた。ネクローシ
ス範囲は、前灌流自体で一時的に増加するが、PGE1を添加することで前灌流の間の増
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Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 




















































































心拍動群 温阻血群 前灌流群 PGE1群
サイトゾール 
Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 




















































Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 
* P<0.05 vs 心拍動群群， # P<0.05 vs 温阻血群 





































Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 




























Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 
* P<0.05 vs 温阻血群， # P<0.05 vs 前灌流群 















































Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 
* P<0.05 vs 温阻血群， # P<0.05 vs 前灌流群 
† P<0.05 vs PGE1群 
*,#,† 
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図９ 開存類洞面積比 
Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 



























群 心拍動群 温阻血群 前灌流群 PGE1群 
門脈灌流量 
 (ml/g liver) 
289.53 ± 25.49 211.59 ± 13.44 236.86 ± 9.64 263.21 ± 15.86 
胆汁産生量  
(µL/g liver) 
34.57 ± 2.93* 24.07 ± 1.69 30.05 ± 1.14 35.30 ± 2.63* 
AST 
（Karmen units） 
3.91±0.26*# 7.85±1.10 6.43±0.55 4.46±0.45* 
ALT 
（Karmen units） 
2.96±0.15* 4.20±0.31 3.55±0.42 2.59±0.14* 
TNF-α 
（pg/ml） 
12.59±0.66*# 22.07±1.76 21.51±1.44 9.77±3.12* 
IL-1β 
（pg/ml） 
8.62±1.15*# 16.38±1.17 13.05±1.11 11.60±1.91 
1０．表 
表1 再灌流中の門脈流量・胆汁産生量及び再灌流液分析結果 
 Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 










































































Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 
              * P<0.05 vs 温阻血群 
* 
* 
Prots are shown as the mean. (n=5). 
      
図３－2 再灌流後ミトコンドリア懸濁液 膨潤測定結果  
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       35.30 ± 2.63 *       263.21 ± 15.86 PGE1群 
       30.05 ± 1.14       236.86 ± 9.64  前灌流群 
       24.07 ± 1.69       211.59 ± 13.44 温阻血群 
       34.57 ± 2.93 *        289.53 ± 25.49 心拍動群 
1時間再灌流 
       14.19 ± 1.17       124.64 ± 10.62 PGE1群 
       11.79 ± 1.84        101.51±7.68 前灌流群 
30分前灌流 
胆汁産生量 (µL/g liver) 門脈灌流量 (ml/g liver) Group   
10．表 
表1．門脈灌流量，胆汁産生量 


































Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 





























Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 





Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 































Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 






































Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 
































































































































































Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 
* P<0.05 vs 温阻血群， # P<0.05 vs 前灌流群 










































Data are shown as the mean ± SEM. (n=5). 
* P<0.05 vs 温阻血群， # P<0.05 vs 前灌流群 
† P<0.05 vs PGE1群 
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# # *,#,† 
*,# *,#,† 
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